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ΠΕΡΙΛΗΨΗ    
Νιτροποίηση ονομάζεται η μετατροπή των αμμωνιακών ιόντων ή αμμωνίας αρχικά σε νιτρώδη και 
στην συνέχεια σε νιτρικά. Η διεργασία πραγματοποιείται σε δύο βήματα: Στο πρώτο στάδιο η 
αμμωνία (NH3) μετατρέπεται σε νιτρώδη (ΝΟ2-) με ενδιάμεση παραγωγή υδροξυλαμίνης (ΝΗ2ΟΗ) 
από Νιτρωδοποιητικά Βακτήρια (ΑΟΒ)  και Νιτρωδοποιητικά Αρχαία (ΑΟΑ). Στο δεύτερο στάδιο 
τα νιτρώδη ιόντα μετατρέπονται σε νιτρικά (NO3- ) από νιτρικοποιητικά βακτήρια που ανήκουν στα 
γένη Nitrobacter και Nitrospira. Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι τα AOA και ΑΟΒ 
εμφανίζουν υψηλή ευαισθησία στα γεωργικά φάρμακα και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 
βιοδείκτες για την εμφάνιση τοξικότητας των γεωργικών φαρμάκων στους μικροοργανισμούς του 
εδάφους. Έτσι στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η επίδραση του μυκητοκτόνου iprodione και των 
προϊόντων μεταβολισμού του στο έδαφος, παρουσία ή απουσία αζωτούχου λίπανσης, στην αφθονία 
και λειτουργία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. Η υπόθεση που μελετήθηκε ήταν ότι η 
προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης στο έδαφος πριν την προσθήκη iprodione θα οδηγούσε σε αύξηση 
των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών μεγιστοποιώντας την επίδραση του iprodione σε αυτούς.  
Για την διερεύνηση της παραπάνω υπόθεσης πραγματοποιήθηκε πείραμα εργαστηριακής κλίμακας 
όπου σε δείγματα εδάφους, που είχαν δεχτεί ή όχι αμμωνιακή λίπανση, εφαρμόστηκαν αυξανόμενες 
δόσεις του μυκητοκτόνου iprodione (0, x1, x10, x100 της συνιστώμενης δόσης). Ακολούθως 
μελετήθηκε η αποδόμηση και ο μεταβολισμός του iprodione μέσω HPLC-PDA και η αφθονία και η 
λειτουργία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών μέσω q-PCR και προσδιορισμού των επιπέδων 
ΝΗ4 και ΝΟ3. Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι απουσία του iprodione, η 
προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης οδήγησε  στην αύξηση του ρυθμού νιτροποίησης σε σχέση με τα 
δείγματα εδάφους που δεν εμπλουτίστηκαν με επιπλέον αμμωνιακά ιόντα. Επίσης αξιοσημείωτο 
είναι το γεγονός ότι η αρχική αφθονία των ΑΟΑ στα δείγματα του εδάφους ήταν πολύ υψηλότερη 
από την αντίστοιχη αφθονία των ΑΟΒ. Η αποδόμηση του μυκητοκτόνου πραγματοποιήθηκε στις 56 
ημέρες του πειράματος, με ταυτόχρονη παραγωγή χαμηλών συγκεντρώσεων 3,5-dichloroaniline 
(3,5-DCA). Η υπολειμματικότητα του iprodione στο έδαφος επηρεάστηκε από την δόση εφαρμογής 
με τις υψηλότερες τιμές DT50 να καταγράφονται στα δείγματα που δέχτηκαν την υψηλότερη δόση 
του μυκητοκτόνου (x100). Αντίστοιχα η αμμωνιακή λίπανση προκάλεσε μια επιβράδυνση της 
αποδόμησης του iprodione στις δόσεις x10 και x100. . Συνολικά η προσθήκη iprodione σε κανένα 
επίπεδο συγκέντρωσης και ανεξάρτητα από την παρουσία Ν λίπανσης δεν οδήγησε σε μείωση της 
αφθονίας των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών αλλά ούτε και ανάσχεση της λειτουργίας τους. 
Η περιορισμένη αυτή ανασταλτική επίδραση του iprodione στην παρούσα μελέτη είναι πιθανό να 
οφείλεται στο σχηματισμό χαμηλών συγκεντρώσεων του 3,5- DCA. Περαιτέρω μελέτες θα 
εστιάσουν στην απευθείας αξιολόγηση της τοξικότητας του 3,5-DCA στους νιτρωδοποιητικούς 
μικροοργανισμούς.  
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ABSTRACT 
Nitrification is the microbial conversion of ammonia or ammonium ions to nitrite and finally to 
nitrate. The nitrification process is modular and it consists of two steps: In the first step NH3 is 
converted to nitrite NO2
-  through the intermediate formation of hydroxylamine (NH2OH) by 
ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and ammonia-oxidizing Archaea (AOA). In the second step the 
nitrite ions are converted to nitrate (NO3
-) by the nitrite - oxidizing bacteria (NOB) of the genera  
Nitrobacter and Nitrospira. Previous studies have indicated the sensitivity of AOA and AOB to 
pesticides and their use as potential indicators of the soil microbial ecotoxicity of pesticides has 
been proposed. In the present study  the effect of the fungicide iprodione and its transformation 
products, in the presence or absence of ammonium fertilization, on the abundance and function of 
AOA and AOB was examined. Our hypothesis was that the addition of ammonium fertilization in 
soil just prior to pesticide application will induce growth of ammonia-oxidizing microorganisms 
making them more vulnerable to external stress and thus maximizing the effects of the pesticides or 
its transformation products. To explore the above hypothesis a soil lab microcosm study was 
employed where soil samples were treated with increasing dose rates of iprodione (x0, x1, x10 and 
x100 the recommended dose). The dissipation and metabolism of iprodione was determined by 
HPLC-PDA while the impact of iprodione on the abundance and activity of ammonia oxidation 
microorganisms was determined by q-PCR measurement of the abundance of the amoA gene and 
through measurements of NO3, NH3 levels. Our results showed that in soil samples which did not 
receive any pesticide application there was a clear dominance of AOA over AOB and also the 
application of ammonium significantly accelerated the rate of nitrification in soil. The dissipation of 
iprodione was relatively rapid and it was affected both by the dose rate and the ammonium prior 
application. Thus a slower dissipation of iprodione was observed with increasing dose rates and in 
the soil samples amended with ammonium prior to pesticide addition. The latter effect was only 
evident in the x10 and x100 dose rates only. Dissipation of iprodione was coupled with the 
formation of low amounts of its main hydrolysis product, 3,5-dichloroaniline (3,5-DCA) which did 
not hydrolyze further. Iprodione or its metabolic products, formed at low amounts, did not impose 
any effect on the abundance and activity of ammonia-oxidizing microorganisms. The lack of effects 
of iprodione on AOA and AOB abundance and function might be explained by the low amounts of 
3,5-DCA formed during the study. Follow up studies will explore directly the impact of 3,5-DCA on 
the soil nitrifiers.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1 Iprodione 
Το iprodione (3 - (3,5 δίχλωρο-φαίνυλ)- Ν -ισοπρόπυλ- 2,4 διοξιμιδαζόλιο Ι- καρβοξαμίδιο) είναι 
ένα ευρέως φάσματος μυκητοκτόνο γνωστό στην αγορά με το εμπορικό όνομα Rovral®. Ανήκει 
στη χημική οικογένεια των δικαρβοξαμιδίων και συντέθηκε για πρώτη φορά την δεκαετία του ‘90. 
Αποτελείται από έναν δακτύλιο ιμιδαζολίου ενωμένο με ένα 3,5 δίχλωρο- φαινυλαμίδιο (Pospıš́et 
al, 1999) (Eικόνα 1).  
   
 
 
 
 
 
Εικόνα 1. Η χημική δομή του iprodione 
Το iprodione χρησιμοποιείται για την πρόληψη της βλάστησης των σπόρων των μυκήτων σε 
διάφορες καλλιέργειες καθώς και σε χλοοτάπητες. Προστατεύει τις καλλιέργειες από ασθένειες που 
προκαλούνται από μύκητες όπως Botrytis cinerea , Alternariα sp., Aspergillus sp. Penicillium sp και 
Sclerotinia sp., (Minambres et al., 2010, Grabke et al., 2014). Πρόσφατα προτάθηκε η χρήση του 
iprodione, με το εμπορικό όνομα Enclosure, και ως νηματωδοκτόνο χωρίς όμως η χρήση του αυτή 
να είναι ιδιαίτερα διαδεδομένη στην αγροτική πρακτική (Wick et al, 2009 ).  
Ο οργανισμός USEPA το 1998 χαρακτήρισε το iprodione ως πιθανόν καρκινογόνο για τον άνθρωπο 
ενώ σύμφωνα με έρευνα των Blystone  et al., (2007) το iprodione μείωσε την παραγωγή 
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τεστοστερόνης στα ποντίκια με αποτέλεσμα την καθυστέρηση στην ανάπτυξή τους. Επίσης ύστερα 
από χορήγηση iprodione (ως 90mg/kg) σε σκύλους καθημερινώς επί ένα χρόνο, παρατηρήθηκε 
αύξηση βάρους στο συκώτι, στο πάγκρεας, στον πνεύμονα και αλλαγές στο αριθμό των ερυθρών 
κυττάρων (National Library of Medicine, 1992). To iprodione είναι ελαφρώς τοξικό για τα υδρόβια 
πτηνά και τα ψάρια, ενώ δεν είναι καθόλου τοξικό για τα φυτά (Charles 1991).  Προσροφάται 
μετρίως ισχυρά στο έδαφος με Koc 400 ml/g (Stromqvist et al, 2005), τιμή που παραπέμπει σε 
ουσία σχετικά κινητική στο έδαφος και στο περιβάλλον ενώ υπολείμματα του έχουν βρεθεί σε 
επιφανειακά ύδατα (Ludvigsen et al, 2004). 
Ο χρόνος ημιζωής του iprodione στο έδαφος κυμαίνεται μεταξύ 20 και 160 ημερών (The 
Agrochemicals Handbook. 1991). Η εμμονή του iprodione στο έδαφος ποικίλει ανάλογα με την 
οξύτητα του εδάφους, την περιεκτικότητά του σε άργιλο και με το ιστορικό εφαρμογής γεωργικών 
φαρμάκων στο έδαφος. Για παράδειγμα η επαναλαμβανόμενη εφαρμογή του iprodione στο ίδιο 
έδαφος οδήγησε σε σημαντική μείωση της βιολογικής αποτελεσματικότητάς λόγω εμφάνισης του 
φαινομένου της επιταχυνόμενης μικροβιακής αποδόμησης κυρίως σε ουδέτερα προς αλκαλικά 
εδάφη (Martin et al., 1991). Το pH παίζει σημαντικό ρόλο στη εμμονή του iprodione στο έδαφος. 
Συγκεκριμένα σε αλκαλικά εδάφη παρατηρήθηκαν αυξημένοι ρυθμοί αποδόμησης του 
μυκητοκτόνου απο τους μικροοργανισμούς του εδάφους και κυρίως τα βακτήρια που ευνοούνται σε 
αλκαλικό περιβάλλον (Walker, 1987).  
Ο μηχανισμός δράσης του iprodione περιλαμβάνει την αναστόλη της σύνθεσης του DNA και του 
RNA κατά την εκβλάστηση των σπόρων του μύκητα. Επιπλέον, αναστέλλει το ένζυμο NADH 
κυτόχρωμα c αναγωγάση εμποδίζοντας έτσι την λιπιδίκη και μεμβρανική σύνθεση με αποτέλεσμα 
να μην αναπτύσσεται το μυκήλιο ( Edlich et al, 1987,1992 ). O  Julliard το 1994 ύστερα απο 
πειράματα συμπέρανε ότι ο πρώτος στόχος του iprodione είναι το ένζυμο φωσφογλυκομουτάση το 
οποίο καταλύει την σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος και την σύνθεση του ασκορβικού οξέος 
μέσω της UDP- γλυκόζης.  
 
1.1.1. Μετασχηματισμός του iprodione σε διάλυμα.  
Το μόριο της Ν-[(3,5-διχλωροανιλινο) καρβονυλ] -Ν - [(ισοπροπυλαμινο) καρβονυλ] γλυκίνης 
κυκλοποιείται ποσοτικά και μη αντιστρεπτά στους 50°C σε εύρος ρΗ 0,5-6 με δύο παράλληλες 
διαδρομές για να δώσει το iprodione και το ισομερές του (Belafdal et al, 1989). Σε αιθανολικό 
διάλυμα, το iprodione αναδιατάσσεται προς το ισομερές του [Ν- (3,5-διχλωροφαινυλ) -3-
ισοπρόπυλο-2,4-διοξυ-L- ημιδαζολιδινεκαρβοξαμίδιο), το οποίο είναι ένα πολύ χαμηλότερης 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:57:05 EET - 137.108.70.7
10 
 
δραστικότητας μυκητοκτόνο. Η αντίδραση αυτή συμπεριλαμβάνει τον σχηματισμό του ενδιάμεσου  
3 (ισοπρόπυλ-καρβαμόυλ)-5-( 3,5- διχλωροφαίνυλ-1 ) υδαντοϊκoύ οξέος. Η βιομηχανική σύνθεση 
του iprodione περιλαμβάνει την μετατροπή σε ισχυρά αλκαλικά διαλύματα, του ισομερούς 
σε υδαντοϊκό οξύ το οποίο στη συνέχεια κυκλοποιείται σε όξινο περιβάλλον και παράγεται το 
iprodione. To 1989 o Belafdal και οι συνεργάτες του πρότειναν δυο μηχανισμούς σύνθεσης του 
iprodione. Στον πρώτο μονοπάτι, η ένωση Ν-[(3,5-διχλωροανιλινο) καρβονυλ] -Ν - 
[(ισοπροπυλαμινο) καρβονυλ] γλυκίνη μέσω κατάλυσης μετατρέπεται στο ενολικό ανιόν της. 
Παρουσία οξέος αποβάλλεται ένα μόριο υδροξυλίου, ένα μόριο iprodione και ένα μόριο ύδατος. 
Στο δεύτερο μονοπάτι το Ν2 προσβάλει το καρβοξύλιο σχηματίζοντας το ενδιάμεσο προϊόν  το 
οποίο στη συνέχεια δίνει ένα μόριο iprodione και ένα μόριο υδροξυλίου. 
 
 
 
1.1.2. Μετασχηματισμός του Iprodione στο έδαφος. 
H μικροβιακή αποδόμηση αποτελεί την βασικότερη διεργασία με την οποία τα γεωργικά φάρμακα 
απομακρύνονται από το έδαφος και γενικότερα από το περιβάλλον (Kaufman, 1987). Η πρώτη 
προσπάθεια μελέτης μετασχηματισμού του iprodione πραγματοποιήθηκε αποό τον Walker (1987). 
Οι συγκεκριμένες μελέτες έδειξαν την 3,5 διχλωροανιλίνη (3,5-DCA) ως τελικό μεταβολικό προϊόν 
από την αποδόμηση του iprodione στο έδαφος χωρίς όμως να μπορέσει να προσδιορίσει τον 
ενδιάμεσο μεταβολίτη. Η υδρόλυση του iprodione σε 3,5-DCA αποτέλεσε τη βάση για την 
κατασκευή ενός χρωματομετρικού τεστ ώστε να διαπιστώνεται η ταχύτητα υδρόλυσης του 
iprodione σε εδάφη με ιστορικό χρήσης iprodione και κατά συνέπεια η επιβεβαίωση της εμφάνισης 
επιταχυνόμενης μικροβιακής αποδόμησης (Martin et al., 1986; Slade et al., 1992  
Η Αthiel και η ομάδα της το 1995 κατάφερε να απομονώσει ένα βακτηριακό στέλεχος Arthrobacter 
sp. από αγροτικό έδαφος με ιστορικό χρήσης iprodione το οποίο είχε την ικανότητα να αποδομεί 
ταχύτατα iprodione. Το στέλεχος αυτό ήταν ικανό να χρησιμοποιεί το iprodione ως πηγή άνθρακα 
και αζώτου. Το συγκεκριμένο βακτηριακό στέλεχος βρέθηκε να μεταβολίζει το iprodione μέσω 
διαδοχικών βημάτων όπου παράγονταν ως ενδιάμεσα προϊόντα τα  3,5 -
διχλωροφαινυλκαρβοξυμίδιο (met I) και 3,5-διχλωροφαινυλουρια-οξικό οξύ (met II) με το 
τελευταίο να υδρολύεται προς 3,5-DCA ως τελικό προϊόν. Ο met I σχηματίζεται με απομάκρυνση 
της λειτουργικής ομάδας της ουρίας από το μόριο του iprodione και στην συνέχεια μέσω κυρίως 
αβιοτικών διεργασιών μετατρέπεται σε met II. 
Όπως προαναφέρθηκε σε εδάφη με ιστορικό εφαρμογής iprodione εμφανίστηκε το φαινόμενο της 
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επιταχυνόμενης μικροβιακής αποδόμησης του iprodione (Martin et al., 1990, Walker  et al., 1990). 
Πειράματα σε δείγματα εδάφους χωρίς ιστορικό εφαρμογής του iprodione τα οποία όμως είχαν 
πρότερα εμβολιαστεί με το βακτήριο  Arthrobacter sp. έδειξαν ταχεία  αποδόμηση του γεωργικού 
φαρμάκου. Σε δείγματα εδάφους χωρίς ιστορικό εφαρμογής iprodione βρέθηκε ότι το μυκητοκτόνο 
μεταβολίζεται βιοτικά ή αβιοτικά ακολουθώντας διαφορετικά μονοπάτια που οδηγούν στην 
παραγωγή διαφορετικών προϊόντων (Athiel et al, 1995). Έτσι σε δείγματα εδάφους με  ιστορικό 
εφαρμογής iprodione και σε δείγματα χωρίς ιστορικό αλλά που είχαν εμβολιαστεί με βακτηριακό 
στέλεχος Arthobacter sp που έχει την δυνατότητα να μεταβολίζει το iprodione, ο met I 
μετατρέπεται αμέσως σε met II και αυτός στην συνέχεια σε 3,5-DCA.   
Τρία βακτηριακά στελέχη απομονώθηκαν από εδάφη προσαρμοσμένα στην ταχύτατη αποδόμηση 
του iprodione: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp. και Pseudomonas paucimobilis. Οι δύο 
πρώτοι μικροοργανισμοί βρέθηκε ότι ήταν υπεύθυνοι για το μετασχηματισμό του iprodione  σε met 
I και έπειτα σε met ΙΙ. Ακολούθως το βακτηριακό στέλεχος P. paucimobilis διασπά τον met II σε 3,5 
διχλωροανιλίνη (3,5 D) (Mercadier et al, 1997). Tα βακτηριακά στελέχη  Arthobacter sp και  
Pseudomonas sp.  παρά το ότι ανήκουν σε φυλογενετικά διακριτά βακτηριακά γένη και είδη έχουν 
την ικανότητα να αποδομούν το iprodione γεγονός που σημαίνει πως ίσως κατέχουν παρόμοιο 
γενετικό υλικό που εμπλέκεται στην αποδόμηση του iprodione. 
Σε μία παρόμοια μελέτη οι Campos et al., (2015) απομόνωσαν μια βακτηριακή καλλιέργεια που 
αποδομούσε ταχύτατα το iprodione. Η συγκεκριμένη καλλιέργεια αποτελούνταν από δύο 
βακτηριακά στελέχη, ένα Arthrobacter sp. που ονομάστηκε στέλεχος C1 και ένα Achromobacter 
που ονομάστηκε στέλεχος  C2. Το πρώτο στέλεχος C1 ταυτοποιήθηκε ως το κλειδί-διάσπασης του 
iprodione και παρατηρήθηκε οτι διασπά το iprodione μέσω του σχηματισμού της ισοπροπυλαμίνης, 
χρησιμοποιώντας την ως πηγή άνθρακα και αζώτου. Σε pH 7.5 και θερμοκρασία 35 oC το 
συγκεκριμένο στέλεχος φτάνει στο μέγιστο της απόδοσής του. Το δεύτερο βακτηριακό στέλεχος 
μετασχηματίζει το iprodione  μόνο παρουσία εναλλακτικής θρεπτικής  πηγής  άνθρακα και αζώτου 
και χωρίς τον σχηματισμό της ισοπροπυλαμίνης. Περαιτέρω μελέτες από τους Campos et al. (2017) 
μελέτησαν σε βάθος το μεταβολικό μονοπάτι του iprodione από τα παραπάνω βακτηριακά στελέχη 
εκθέτοντάς τα σε διαφορετικές θρεπτικές συνθήκες. Έτσι παρατηρήθηκε ότι το μεταβολικό 
μονοπάτι είναι το ίδιο με αυτό που είχε αναφερθεί από τους Athiel et al., (1995) και παρουσιάζεται 
στην Εικόνα 2: Έτσι το iprodione υδρολύεται σε ισοπροπυλαμίνη και met Ι o οποίος στην συνέχεια  
μετατρέπεται σε μεταβολίτη ΙΙ που με την σειρά του υδρολύεται σε 3,5-DCA. Το στέλεχος  C1 
φαίνεται ότι είχε την ικανότητα να υδρολύει ταχύτατα τα iprodione και metII και να χρησιμοποιεί 
τα προιόντα μεταβολισμού (ισοπροπυλαμίνη και γλυκίνη αντίστοιχα) ως πηγή C και Ν για την 
αύξηση και ανάπτυξη τους ενώ αντίθετα δεν μπορούσε να μεταβολίσει το met I του οποίου η 
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μετατροπή σε metII απαιτούσε την προσθήκη επιπλέον θρεπτικών στοιχείων. Αντίθετα το στέλεχος 
C2 είχε την ικανότητα να μεταβολίζει το iprodione και τα ενδιάμεσα προιόντα μεταβολισμού του 
μόνο συμμεταβολικά δηλ, παρουσία επιπλέον θρεπτικών στοιχείων. Συμπερασματικά η μικροβιακή 
διάσπαση του μεταβολίτη Ι σε μεταβολίτη ΙΙ φαίνεται να είναι το ρυθμοκαθοριστικό βήμα του 
μικροβιακού μεταβολικού μονοπατιού αποδόμησης του iprodione (Campos et al., 2017). 
 
Εικόνα 2.  Το μικροβιακό μονοπάτι μεταβολισμού το iprodione από τα βακτηριακά στελέχη C1 και 
C2 όπως έχει περιγραφεί από τους Campos et al. (2017) 
 
1.2. Ο κύκλος του αζώτου 
Ο κύκλος του αζώτου είναι σχεδόν τέλειος κύκλος και έχει μελετηθεί πολύ λόγω της μεγάλης του 
σημασίας για την φυτική παραγωγή. Αν και οι οργανισμοί ζουν σε μια πλούσια σε άζωτο 
ατμόσφαιρα (79%), ελάχιστοι μικροοργανισμοί μπορούν να δεσμεύουν απευθείας το ατμοσφαιρικό 
άζωτο. Κατά τον μεταβολισμό και την αποδόμηση των οργανισμών, ελάχιστο άζωτο εκλύεται με 
αέρια μορφή. Ακόμη, ο ρόλος του βιοτικού παράγοντα στην ανακύκλωση του αζώτου είναι όχι 
μόνο πολυπλοκότερος αλλά και περισσότερο εκτεταμένος και εξειδικευμένος. Μεγαλύτερη 
εξειδίκευση σημαίνει ότι μερικοί οργανισμοί δρουν μόνο σε ορισμένες φάσεις του κύκλου. Μια 
συνοπτική εικόνα του κύκλου του αζώτου δίνεται στην Εικόνα 3. Από το παρακάτω σχήμα 
προκύπτει ότι ο κύκλος του αζώτου πραγματοποιείται σε 4 κύρια βήματα στα οποία συμμετέχουν 
διαφορετικές ομάδες μικροοργανισμών: (α) Αζωτοδέσμευση (β) Ανοργανοποίηση (γ) Νιτροποίηση 
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και (δ) Απονιτροποίηση.  
 
Εικόνα 3. Γραφική απεικόνιση του κύκλου του αζώτου  
 
 
Η ανθρώπινη δραστηριότητα κατά τη διάρκεια του περασμένου αιώνα διπλασίασε το ποσοστό της 
εισόδου του αζώτου στο χερσαίο κύκλο του  και αυτό το ποσοστό αυξάνεται συνεχώς (Vitousek et 
al., 1997). Οι συνέπειες μπορεί να είναι δραματικές και περιλαμβάνουν 
αυξημένες συγκεντρώσεις του μονοξειδίου του αζώτου των αερίων του θερμοκηπίου (N2O),  
απώλειες θρεπτικών συστατικών όπως το ασβέστιο και κάλιο  από το έδαφος, οξίνιση των εδαφών 
και των λιμνών και ευτροφισμό του γλυκού νερού (Vitousek et al., 1997). Επιπλέον, έχει 
προβλεφθεί (Tilman et al., 2001), πως η αύξηση της  εισόδου του αζώτου κατά τη διάρκεια των 
επόμενων 50 ετών  μπορεί να οδηγήσει σε απώλεια της βιοποικιλότητας και  αλλαγές στη σύνθεση 
των ειδών  στα επίγεια και στα υδάτινα οικοσυστήματα. Η κατανόηση της φυσιολογίας και του 
οικολογικού ρόλου των μικροοργανισμών που συμμετέχουν στα στάδια μετατροπής του αζώτου 
καθώς και η μελέτη των εξελικτικών σχέσεων μεταξύ των κοινοτήτων τους, είναι μέρος μιας 
ευρύτερης προσπάθειας κατανόησης των επιπτώσεων που θα έχει η παγκόσμια αλλαγή στην ζωή 
πάνω στη γη. 
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1.3. Νιτροποίηση και νιτρωδοποιητικοί μικροοργανισμοί 
Νιτροποίηση ονομάζεται η μετατροπή των αμμωνιακών ιόντων σε νιτρικά και νιτρώδη. Όπως 
προαναφέρθηκε η διεργασία αυτή πραγματοποιείται σε δύο βήματα: Στο πρώτο στάδιο, που 
ονομάζεται και στάδιο Νιτρωδοποίησης, η αμμωνία (NH3) μετατρέπεται σε νιτρώδη (ΝΟ2-) με 
ενδιάμεση παραγωγή υδροξυλαμίνης (ΝΗ2ΟΗ) από νιτρωδοποιητικά βακτήρια (ΑΟΒ) και αρχαία 
(ΑΟΑ)  (αντίδραση 1 και 2) (Hatzenpichler., 2012; Treυsch et al., 2005). Στο δεύτερο στάδιο, που 
ονομάζεται και στάδιο της νιτρικοποίησης, τα νιτρώδη ιόντα μετατρέπονται σε νιτρικά (NO3) από 
νιτρικοποιητικά βακτήρια του γένους Nitrobacter και Nitrospira (αντίδραση 3). Η θεωρία των 
διακεκριμένων ρόλων μεταξύ των μικροβιακών ομάδων που συμμετέχουν στα διακριτά βήματα της 
νιτροποίησης καταρρίφθηκε από τους Daims et al. (2015) και Van Kessel et al. (2015) που 
ανέφεραν για πρώτη φορά την απομόνωση βακτηρίων του γένου Nitrospira (δηλαδή φυλογενετικά 
χαρακτηρισμένα ως νιτρικοποιητικά βακτήρια) που είχαν την ικανότητα να πραγματοποιούν όλα τα 
βήματα της νιτροποίησησης, δηλαδή νιτρωδοποίηση και νιτρικοποίηση. Τα συγκεκριμένα βακτήρια 
ονομάστηκαν Comammox (complete ammonia oxidation) και ο οικολογικός τους ρόλος στην 
νιτροποίηση στο έδαφος βρίσκεται υπό μελέτη.  
 
Αντιδράσεις Νιτρωδοποίησης 
(1) NH3 + O2 + 2H + + 2e - → NH2OH + H2O Μονοξυγενάση της Αμμωνίας (AMO)  
(2)  NH2OH + H2O → NO2- + 5H+ + 4e - Οξυδορεδουκτάση της Υδροξυλαμίνης (HAO)  
 
Αντιδράσεις Νιτρικοποίησης 
(3) NO2
- + H2O → NO3- + 2H+ + 2e - Νιτρώδης οξυδορεδουκτάση 
Οι νιτρωδοποιητικοί μικροοργανισμοί ειναι χημειοαυτότροφοι και χρησιμοποιούν το CO2 ως πηγή 
άνθρακα για την ανάπτυξή τους (Prosser., 2007). Και τα δύο στάδια της νιτροποίησης παράγουν 
ενέργεια η οποία χρησιμοποιείται για την σύνθεση του ΑΤΡ. Το πρώτο στάδιο της νιτρωδοποίησης, 
δηλαδή η οξείδωση της αμμωνίας προς υδροξυλαμίνη, έχει μελετηθεί περισσότερο γιατί θεωρείται 
πως είναι το ρυθμοκαθοριστικό στάδιο της νιτροποίησης αλλά και συνολικά του κύκλου του 
αζώτου.  
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Το ένζυμο-κλειδί στο βήμα αυτό είναι η μονοοξυγενάση της αμμωνίας (AMO). Η ΑΜΟ διασπά το 
Ο2 και χρησιμοποιεί το ένα άτομο οξυγόνου για την οξείδωση της αμμωνίας ενώ το άλλο αντιδρά 
με το Η+ και σχηματίζει ένα μόριο ύδατος. Τα δύο ηλεκτρόνια που απαιτούνται προέρχονται από 
την οξείδωση της υδροξυλαμίνης  σε νιτρώδη. Τα γονίδια  amoA και amoB κωδικοποιούν τις δύο 
υπομονάδες του ενζύμου ΑΜΟ ενώ ένα τρίτο γονίδιο amoC κωδικοποιεί μια βοηθητική 
μεμβρανική πρωτείνη (Moir et al., 1996; Hermann et al., 2000; Arp et al., 2002). 
Η νιτροποίηση αποτελεί σημαντική διεργασία στα γεωργικά εδάφη και οικοσυστήματα όπου 
συνήθως χρησιμοποιούνται κυρίως αμμωνιακά λιπάσματα. Μετατροπή της αμμωνίας σε νιτρικά, 
αυξάνει την έκπλυση του αζώτου καθώς τα νιτρικά ιόντα λόγω του αρνητικού τους φορτίου 
εκπλύνονται εύκολα προς τα υπόγεια νερά με αποτέλεσμα την εκτεταμένη νιτρορύπανση 
αγροτικών περιοχών.  
 
 
1.3.1. Νιτρωδοποιητικά Βακτήρια (ΑΟΒ). 
Τα ΑΟΒ είναι χημειοαυτότροφοι μικροοργανισμοί (χρησιμοποιούν την οξείδωση της ΝΗ3 για 
παραγωγή ενέργειας και το CO2 ως πηγή C). Μερικά από αυτά έχουν περιορισμένη ετεροτροφική 
ικανότητα (μπορούν να προσλαβάνουν και να αφομοιώνουν απλές οργανικές ενώσεις) (Arp et al, 
2006), αν και σε όξινες συνθήκες δεν έχουν βρεθεί ΑΟΒ που να χρησιμοποιούν οργανικές ενώσεις 
ως μοναδική πηγή ενέργειας.  
Τα περισσότερα που είναι γνωστά για την φυσιολογία και βιοχημεία των ΑΟΒ έχουν προέλθει από 
την μελέτη του βακτηρίου Nitrosomonas europaea. Το συγκεκριμένο βακτήριο πλεονεκτεί στο ότι 
αυξάνεται με σχετικά γρήγορους ρυθμούς και παρουσιάζει ανθεκτικότητα σε υψηλές 
συγκεντρώσεις αμμωνίας και νιτρωδών. Το στέλεχος Nitrosomonas sp.  ENI-11 έχει παρόμοιες 
ιδιότητες με το Nitvosomonas europaea και έχει επίσης χρησιμοποιηθεί σε πολλές μελέτες 
(Yamagata et al., 2000; Hirota et al., 2006). 
Τα ΑΟΒ έχουν σχετικά μικρό γονιδίωμα (μέσος όρος 3 MΒ) στο οποίο εντοπίστηκαν γονίδια για 
την βιοσύνθεση των απαραίτητων κυτταρικών συστατικών από ανόργανες θρεπτικές ενώσεις  
καθώς και τα γονίδια που κωδικοποιούν τις τέσσερεις πρωτείνες που είναι απαραίτητες για την 
οξείδωση της αμμωνίας (ΑΜΟ, ΗΑΟ και κυτοχρώματα cSs4 (cyt cSJ)  και cSs4 (cyt c,n552) (Arp 
et al., 2007). Το γονιδίωμα των ΑΟΒ έδειξε έλλειψη γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυμα 
απαραίτητα για την αποδόμηση οργανικών ενώσεων καθώς και τα γονίδια (Arp et al., 2007). 
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Σε όξινες συνθήκες τα ΑΟΒ παράγουν την ενέργεια που είναι απαραίτητη για τον μεταβολισμό 
τους όπως προαναφέρθηκε, από την οξείδωση της αμμωνίας σε νιτρώδη (Eικόνα 5) Πρώτα 
χρησιμοποιούν το ένζυμο ΑΜΟ, το οποίο προσδένεται στη μεμβράνη, για την μετατροπή της 
αμμωνίας σε υδροξυλαμίνη (NH2OΗ) και έπειτα στον περιπλασματικό χώρο χρησιμοποιούν το 
ένζυμο  HΑΟ για την μετατροποπή της υδροξυλαμίνης σε νιτρώδη. Το πρώτο βήμα απαιτεί Ο2, δυο 
πρωτόνια και δυο ηλεκτρόνια. Το ένα οξυγόνο αντιδρά με την αμμωνία και σχηματίζεται η 
υδροξυλαμίνη και το άλλο ενώνεται με τα δυο πρωτόνια και τα δύο ηλεκτρόνια και παράγεται νερό 
(Wood, 1986, Hooper et al., 1997; Poughon et al., 2001). Στην οξείδωση της υδροξυλαμίνης σε 
νιτρώδη απελευθερώνονται τέσσερα ηλεκτρόνια τα οποία μεταφέρονται πρώτα μέσω του 
κυτοχρώματος  C554 το οποίο βρίσκεται στο περίπλασμα και στη συνέχεια μέσω του κυτοχρώματος  
Cm552  στη κυτταρική μεμβράνη. Στην συνέχεια τα δύο από τα τέσσερα ηλεκτρόνια συμμετέχουν 
στην περαιτέρω οξέιδωση της αμμωνιας με το ένζυμο ΑΜΟ και τα άλλα δύο χρησιμοποιούνται για 
την παραγωγή του ΑΤΡ (Shears et al., 1986, Arp et al., 2003; Hooper et al., 1997). 
 
 Η ταξινόμηση των ΑΟΒ βασίζεται στις αλληλουχίες της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας (16S 
rRNA γονιδιακού τόπου) και στην σύγκριση των γονιδιωμάτων. Τα ΑΟΒ που απαντώνται στα 
εδαφικά οικοσυστήματα είναι μονοφυλετικά και ανήκουν όλα  στα  Beta-proteobacteria σε 
αντίθεση με τα ΑΟΒ των υδάτων που ανήκουν τόσο στα Beta-proteobacteria και στα Gamma-
proteobacteria.  O Purkhold και οι συνεργάτες του δημοσίευσαν το 2000 την πιο ενδελεχή 
φυλογενετική ανάλυση των ΑΟΒ. 
 
Τα ΑΟΒ που ανήκουν στο γένος Nitrosomonas και απαντώνται στο έδαφος ανήκουν κυρίως στα 
συμπλέγματα (cluster) 2, 3 και 4  και σπανιότερα στα συμπλέγματα 6a και 7 (Kowalchuk et al., 
2001; Prosser et al., 2002; Avrahami et al., 2005; Norton, 2008; Fierer et al., 2009). Από την άλλη 
μεριά τα βακτήρια του γένους  Nitrosospira εμφανίζουν ένα διαχωρισμό με βάση τον 
οικοφυσιολογικό τους ρόλο. Έτσι βακτήρια του γένους Nitrosospira που ανήκουν στο σύμπλεγμα 2 
εμφανίζεται κυρίως σε όξινα εδάφη (Nugroho et al., 2007) ενώ Nitrosospira του συγμπλέγματος 4 
εμφανίζονται σε εδάφη που δεν έχουν υποστεί γεωργική επεξεργασία (Bruns et al., 1999). 
 
Σε όλες τις Ηπείρους και τους ωκεανούς έχουν βρεθεί ΑΟΒ. Δραστηριότητα των ΑΟΒ έχει 
παρατηρηθεί σε θερμοκρασία κάτω του μηδενός αλλά και σε θερμόφιλα περιβάλλοντα (Miteva et 
al., 2007; Lebedeva et al., 2005) καθώς και σε όξινες και αλκαλικές συνθήκες (De Boer et al, 2001, 
Sorokin et al., 2001). 
 
1.3.2. Νιτρωδοποιητικά Αρχαία (ΑΟΑ) 
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Η πρώτη ένδειξη ότι τα Αρχαία συμμετέχουν στην οξείδωση της αμμωνίας προήλθε από την 
μεταγονιδιωματική ανάλυση δειγμάτων από την θάλασσα των Σαρκασών που πραγματοποίησε ο 
Treusch και οι συνεργάτες του το 2005. Σύμφωνα με αυτή την μελέτη  βρέθηκαν τα γονίδια amoA 
και amoB τα οποία κωδικοποιούν τις δύο υπομονάδες του ενζύμου ΑΜΟ σε φοσμίδιο μαζί με το 
16S rRNA γονίδιο ενός μεσόφιλου Κρεναρχαίου. Η απομόνωση του πρώτου ΑΟΑ Nitrosopumilus 
maritimus επιβεβαίωσε την συμμετοχή των Αρχαίων στην οξείδωση της αμμωνίας. Το   
Nitrosopumilus maritimus απομονώθηκε από θαλάσσιο ενυδρείο και ταξινομήθηκε στα Κρεναρχαία 
(Könneke et al., 2005). Το συγκεκριμένο στέλεχος είχε την ικανότητα να οξειδώνει την αμμωνία 
απουσία οργανικού άνθρακα και χαρακτηρίστηκε ως χημειοαυτότροφο όπως τα ΑΟΒ. Τα  
ΑΟΑ ταξινομήθηκαν με βάση τις 16S rRNA  αλληλουχίες τους στην ομάδα Ι των Κρεναρχαίων και 
στις ομάδες ΙΙ και ΙΙΙ των Ευρυαρχαίων. 
 
Ο Leininger και οι συνεργάτες του το 2006 ύστερα από μελέτη 15 εδάφων από διαφορετικές 
κλιματικές ζώνες, επιβεβαίωσε την παρουσία και την αφθονία των ΑΟΑ στο έδαφος. Επιπλέον 
παρατήρησε πως η ''κυριαρχία'' των ΑΟΑ έναντι των ΑΟΒ μεγάλωνε όσο αυξανόταν το βάθος του 
εδάφους. Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι το pH αποτελεί το κύριο και καθοριστικό παράγοντα 
για την επιλογή ποιά από τις δύο ομάδες μικροοργανισμών, ΑΟΑ ή ΑΟΒ, θα κυριαρχήσει στο 
έδαφος. Έτσι φαίνεται ότι τα ΑΟΑ αποτελούν τους κυρίαρχους νιτρωδοποιητικούς 
μικροοργανισμούς σε όξινα εδάφη (He et al., 2007; Nicol et al., 2008; Hansel et al., 2008). Ένας 
ακόμα παράγοντας που επιδρά στον πληθυσμό των ΑΟΑ είναι η θερμοκρασία. Συγκεκριμένα έχουν 
παρατηρηθεί αλλαγές στην δράση και στον πληθυσμό των ΑΟΑ σε θερμοκρασία 30οC (Tourna et 
al., 2008) χωρίς να σχετίζεται η ανάπτυξη των ΑΟΒ οδηγώντας στο συμπέρασμα ότι τα ΑΟΑ ίσως 
είναι οι κυριότεροι αμμωνία- οξειδωτικοί μικροοργανισμοί στο χώμα πάνω υπό συγκεκριμένο όριο 
θερμοκρασίας. 
 
 
1.4 Επίδραση των γεωργικών φαρμάκων στην μικροβιακή κοινότητα του εδάφους και στους 
νιτρωδοποιητικούς μικροοργανισμούς 
Τα γεωργικά φάρμακα είναι ενώσεις που ταξινομούνται με βάση τον οργανισμό που στοχεύουν 
(ζιζανιοκτόνα, μυκητοκτόνα και εντομοκτόνα). Η μοριακή πολυπλοκότητά τους είναι τεράστια. Το 
1995 στην  Ευρωπαϊκή Ένωση  χρησιμοποιήθηκαν περισσότερες από 700 διαφορετικές δραστικές 
ενώσεις (Heinz et al 1995). Υπάρχουν γεωργικά φάρμακα με παρόμοια χημική δομή που δρουν 
κατά του ίδιου βιολογικού συστήματος αλλά συμπεριφέρονται διαφορετικά στο έδαφος. Ο τρόπος 
δράσης τους διαφέρει. Σε γενικές γραμμές τα γεωργικά φάρμακα παρασκευάζονται για να επιδρούν 
είτε σε εξειδικευμένες είτε σε γενικές διεργασίες του οργανισμού στόχου. Για να εγκριθεί η 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:57:05 EET - 137.108.70.7
18 
 
κυκλοφορία ενός γεωργικού φαρμάκου είναι απαραίτητος ο έλεχγχος των επιδράσεων του στους 
μικροοργανισμούς του εδάφους. Η συσχέτιση της χημικής δομής του γεωργικού φαρμάκου με την 
επίδρασή του σε διάφορες ομάδες μικροοργανισμών δεν είναι εύκολη. 
 Ορισμένα  γεωργικά φάρμακα ενισχύουν την ανάπτυξη των μικροοργανισμών, ενώ άλλα δεν 
επηρεάζουν την μικροπανίδα όταν εφαρμόζονται σε φυσιολογική δόση. Για παράδειγμα το 
carbofuran ενισχύει τον πληθυσμό του Azospirillum και των αναερόβιων μικροοργανισμών που 
συμμετέχουν στο σχηματισμό του αζώτου στο έδαφος ενώ το butachlor μειώνει   τον πληθυσμό 
τους (Jena et al., 1986, Chen et al., 2009). Τα ζιζανιοκτόνα που περιέχουν φώσφορο και το 
εντομοκτόνο methamidophos αυξάνουν την μικροβιακή ανάπτυξη στο έδαφος αλλά το 
εντομοκτόνο fenamiphos το οποίο και αυτό περιέχει φώσφορο είναι επιβλαβές για τους 
νιτροδοποιητικούς μικροοργανισμούς (Caceres et al., 2009, Li, X et al., 2008). O Wang et al., 
2004μελέτησε την επίδραση του iprodione στην μικροβιακή κοινότητα του εδάφους και διαπίστωσε 
πως   σε υψηλές συγκεντρώσεις του μυκητοκτόνου ο πληθυσμός των μικροοργανισμών αυξάνεται 
με γρήγορους ρυθμούς. 
 
Οι νιτρωδοποιητικοί μικροοργανισμοί εμφανίζουν ευαισθησία σε εξωγενής καταπονήσεις όπως 
είναι και η έκθεση σε γεωργικά φάρμακα. Παρόλα αυτά οι μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί για 
την επίδραση των γεωργικών φαρμάκων στους νιτρωδοποιητικούς μικροοργανισμούς είναι 
ελάχιστες. Η Hernandez et al, (2011) μελέτησαν την επίδραση του γεωργικού φαρμάκου simazine 
στα νιτρωδοποιητικά βακτήρια και αρχαία με την μέθοδο μοριακής απότύπωσης DDGE 
(Denaturation Gradient Gel Electroforesis). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της έρευνας το γεωργικό 
φάρμακο δεν επιδρά μόνο στο μικρόβιο στόχο αλλά  αναστέλει την οξείδωση της αμμωνίας και την 
δραστηριότητα των νιτρωδοποιητικών βακτηρίων ενώ δεν επιδρά στα νιτρωδοποιητικά αρχαία. Η 
μελέτη της εφαρμογής των γεωργικών φαρμάκων cyprodynil και penconazole στο έδειξε έδειξε πως 
τα συγκεκριμένα γεωργικά φάρμακα προκαλούν σημαντικές αλλά παροδικές αλλαγές στην 
αφθονία, στην ποικιλομορφία και στη λειτουργία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών (Puglisi 
et al., 2012). Τέλος, σύμφωνα με τα αποτελέσματα μιας πρόσφατης έρευνας τα γεωργικά φάρμακα 
oxamyl, fluensulfone και QLAgri δεν επιδρούν στα νιτρωδοποιητικά αρχαία και βακτήρια ενώ το 
BIOACT, ένα βιολογικό σκεύασμα, επέφερε σημαντικές αλλά παροδικές μεταβολές στην αφθονία, 
λειτουργία και ποικιλόγητα των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών (Rousidou  et al., 2013). 
 
 
 
2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 
Η ευαισθησία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών στα γεωργικά φάρμακα και οι αρνητικές 
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επιπτώσεις που μπορεί να έχει η αναστολή της λειτουργίας των συγκεκριμένων μικροοργανισμών 
στον κύκλο του Ν και γενικότερα στην λειτουργία του εδαφικού οικοσυστήματος μας ώθησε να 
μελετήσουμε την επίδραση του μυκητοκτόνου iprodione, αλλά και των προϊόντων μεταβολισμού 
του (κυρίως της 3,5-DCA) στην αφθονία και λειτουργία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. 
Επιπρόσθετα μελετήσαμε την υπόθεση ότι η προσθήκη στο έδαφος πριν την εφαρμογή του 
μυκητοκτόνου αμμωνιακής λίπανσης θα οδηγούσε σε αυξημένη μεταβολική δραστηριότητα τα 
ΑΟΑ και ΑΟΒ με αποτέλεσμα την μεγιστοποίηση πιθανών αρνητικών επιδράσεων από την έκθεση 
στο μυκητοκτόνο iprodione.  
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
3.1. Έδαφος  
 
Το έδαφος που χρησιμοποιήθηκε για την διεξαγωγή του πειράματος συλλέχθηκε από αγροτεμάχιο 
του Εθνικού Ιδρύματος Αγροτικών Ερευνών (ΕΘΙΑΓΕ) στην περιοχή της Λάρισας. Ο 
συγκεκριμένος αγρός δεν είχε ιστορικό χρήσης γεωργικών φαρμάκων για περισσότερο από 10 έτη. 
Μετά την δειγματοληψία, το έδαφος κοσκινίστηκε με κόσκινο μεγέθους 3 mm για να 
απομακρυνθούν οι ξένες ύλες και έγινε προσδιορισμός των βασικότερων φυσικοχημικών του 
χαρακτηριστικών.  
Για την μέτρηση του pH (8,3) ζυγίστηκαν σε κωνική φιάλη 5 gr εδάφους, τα οποία είχαν 
προηγουμένως αεροξηρανθεί, και προστέθηκαν 10 ml νερού, ακολούθησε ανάδευση για 15 min και 
το  pH προσδιορίστηκε σε πεχάμετρο.  
Για τον προσδιορισμό της υγρασίας ζυγίστηκαν 5 g εδάφους και τοποθετήθηκαν στους 105oC για 
24 h. Στην συνέχεια και αφού αφέθηκαν να αποκτήσουν θερμοκρασία δωματίου, μετρήθηκε η 
υγρασία ως η επί τοις εκατό απώλεια μάζας του εδάφους. 
 
3.2. Iprodione και μεταβολίτες 
Για την ανάλυση των υπολειμμάτων του iprodione και των προϊόντων μεταβολισμού του 3,5-DCA 
στο έδαφος χρησιμοποιήθηκαν αναλυτικά πρότυπα  υψηλής καθαρότητας (99%, Fluka). Με την 
χρήση των αναλυτικών προτύπων προετοιμάστηκαν διαλύματα των iprodione και 3,5-DCA σε 
μεθανόλη (1000 μg/ml) και το οποίο χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή με διαδοχικές αραιώσεις 
σειράς πρότυπων διαλυμάτων των iprodione και 3,5-DCA που χρησιμοποιήθηκαν για τον ποσοτικό 
προσδιορισμό των υπολειμμάτων τους στα δείγματα εδάφους. Οι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν 
για την χρωματογραφική ανάλυση και την παρασκευή των πρότυπων διαλυμάτων ήταν μεθανόλη, 
ακετονιτρίλιο, νερό HPLC grade (Merck GmbH, Germany ) και φωσφορικό οξύ pA grade 
(AppleChem ). 
 Για την εφαρμογή του iprodione στο έδαφος παρασκευάστηκαν υδατικά διαλύματα του 
μυκητοκτόνο χρησιμοποιώντας το εμπορικό σκεύασμα ROVRAL® 50% (το οποίο μας 
παραχωρήθηκε από την εταιρεία BASF HELLAS). Έτσι με διαδοχικές αραιώσεις σε νερό 
προετοιμάστηκαν υδατικά διαλύματα iprodione συγκεντρώσεων 6000, 600 και 60 μg/ml τα οποία 
και χρησιμοποιήθηκαν για την εφαρμογή του iprodione στο έδαφος.  
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3.3. Προετοιμασία πειράματος μικροκόσμων 
Το κοσκινισμένο έδαφος (8 kg) χωρίστηκε σε δύο μέρη (4 kg το καθένα). Στο ένα μόνο μέρος 
προστέθηκαν 10 ml υδατικού διαλύματος  (NH4)2SO4 0,5 M (τελική δόση στο έδαφος 154 mg-N/kg 
εδάφους ), ενώ στο άλλο μέρος δεν έγινε προσθήκη διαλύματος (ΝΗ4)2SO4 παρά μόνο νερού. Και 
τα δύο μέρη εδάφους χωρίστηκαν στην συνέχεια σε τέσσερα επιμέρους δείγματα (963 g το καθένα). 
Στο τρία πρώτα σετ δειγμάτων πραγματοποιήθηκε εφαρμογή iprodione σε δόσεις x1, x10 και x100 
της μέγιστης συνιστώμενης. Το τελευταίο σετ δειγμάτων δέχτηκε την ίδια ποσότητα νερού χωρίς 
iprodione και αποτέλεσε το δείγματα ΜΑΡΤΥΡΑ (x0). Tα δείγματα αναμίχθηκαν επιμελώς με το 
χέρι και στην συνέχεια πραγματοποιήθηκε προσαρμογή της υγρασίας στο 40% της 
υδατοχωρητικότητας. Αμέσως μετά τα 8 δείγματα διαχωρίστηκαν σε υπο-δείγματα των 50 g και τα 
οποία τοποθετήθηκαν σε πλαστικές σακούλες και μεταφέρθηκαν σε επωαστικό θάλαμο στους 
27°C. Αμέσως μετά την εφαρμογή του iprodione (0 ημέρες) και 7, 14, 21, 35 και 56 ημέρες 
αργότερα τρία δείγματα από κάθε μια από τις οκτώ μεταχειρίσεις απομακρύνονταν από τον 
επωαστικό θάλαμμο και χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της αποδόμησης του iprodione 
και τον σχηματισμό του 3,5-DCA αλλά και για εκχύλιση DNA και προσδιορισμό της αφθονίας του 
amoA γονιδίου των ΑΟΑ και ΑΟΒ με q-PCR. Με βάση το παραπάνω πειραματικό πλάνο 
μελετήθηκαν οι παρακάτω οκτώ μεταχειρίσεις: 
- x0N, x1N, x10N, x100N 
- x0, x1, x10, x100 
 
3.4. Προσδιορισμός επιπέδων ΝΗ3, ΝΟ2- και ΝΟ3- στο έδαφος 
3.4.1. Εκχύλιση ΝΗ3, ΝΟ2- και ΝΟ3- στο έδαφος. 
Αρχικά ζυγίστηκαν 2 g εδάφους και τοποθετήθηκαν σε σωλήνες falcon των 50 ml. Προστέθηκαν 
20 ml διαλύματος KCL 1M και επωάστηκαν για 30 λεπτά σε περιστροφικό αναδευτήρα. Τέλος 
διηθήθηκαν μέσω  διηθητικού χαρτιού Whatman μεγέθους 8,5 cm και το υπερκείμενο 
χρησιμοποιήθηκε για την μέτρηση των συγκεντρώσεων ΝΟ2-, ΝΟ3- και ΝΗ3 όπως περιγράφεται 
παρακάτω.  
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3.4.2. Προσδιορισμός ΝΟ2- και ΝΟ3-. 
Για τον προσδιορισμό των νιτρικών και νιτρωδών χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος χλωριούχου 
βαναδίου (VCL3) των Waner et al., (2009). Σύμφωνα με την μέθοδο αυτή τα νιτρώδη ( ΝΟ2) 
οξειδώνονται σε νιτρικά ( ΝΟ3) με την προσθήκη  VCL3. Στην συνέχεια προστίθεται το 
αντιδραστήριο Griess και υπολογίζεται η συγκέντρωσή τους φωτομετρικά στα 450 nm με την 
χρήση εξωτερικής πρότυπης καμπύλης. Για την κατασκευή της τελευταίας προετοιμάστηκαν 
πρότυπα διαλύματα ΝΟ3- συγκεντρώσεων από 0.02 ως 5 mg N-ΝΟ3 L-1  με διαδοχικές αραιώσεις 
πρότυπου διαλύματος ΚΝΟ3   1000  mg N L-1. Σε μικροπηγαδάκια τιτλοδότησης προστέθηκαν 100 
μl απο κάθε δείγμα -  εκχύλισμα, 100 ul χλωριούχου βαναδίου (VCL3)  και 50 μl από τα 
αντιδραστήρια Griess 1 και 2. Έπειτα τοποθετήθηκαν τα μικροπηγαδάκια τιτλοδότησης στους 
37oC. για μισή ώρα και πραγματοποήθηκε μέτρηση σε φωτόμετρο στα 540 nm. 
 
3.4.3. Προσδιορισμός ΝΗ3. 
Ο  προσδιορισμός της συγκέντρωσης της αμμωνίας πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την μέθοδο 
των Kandeler et al., (1988). Η αρχή αυτής της μεθόδου βασίζεται στο πράσινο χρώμα που 
παράγεται μετά την οξείδωση της αμμωνίας από το μετά νατρίου διχλωροισοκυανικό οξύ, 
παρουσία φαινολικών ενώσεων σε αλκαλικό περιβάλλον. 
Έτσι αρχικά παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύματα συγκεντρώσεων 0,0195 ως  5 mg N L-1  για την 
κατασκευή πρότυπης καμπύλης, από διάλυμα KCL 1M. Σε μικροπηγαδάκια τιτλοδότησης 
προστέθηκαν 700 μl από τα πρότυπα διαλύματα και από τα δείγματα – εκχυλίσματα. Επιπλέον, 
προστέθηκαν 350 μl διαλύματος χρώσης και 140 μl διαλύματος οξείδωσης. Τέλος τα 
μικροπηγαδάκια τιτλοδότησης τοποθετήθηκαν σε οριζόντιο αναδευτήρα για 45 λεπτά στα 300 rpm  
και πραγματοποιήθηκε μέτρηση σε φωτόμετρο στα 660 nm. 
 
3.5. Προσδιορισμός υπολειμμάτων iprodione και προϊόντων μεταβολισμού του στο έδαφος 
3.5.1. Εκχύλιση Iprodione και προϊόντων μεταβολισμού από το έδαφος 
Για την εκχύλιση του iprodione και των προϊόντων μεταβολισμού του στο έδαφος ζυγίστηκαν σε 
κωνική φιάλη 5 g εδάφους και προστέθηκαν 10 ml ακετονιτριλιο. Πραγματοποιήθηκε ανάδευση 
στα 200 rpm για 1h και στην συνέχεια φυγοκέντρηση στα 7500  rpm για 5 min. Το υπερκείμενο 
παραλήφθηκε και ακολούθησε διήθηση διαμέσου φίλτρου σύριγγας και αποθηκεύτηκε στους  –
20oC μέχρι την ανάλυση του σε σύστημα HPLC Shimadzu Nexera XR με ανιχνευτή φωτοδιόδων 
(HPLC-PDA) που ήταν εφοδιασμένο με στήλη αντίστροφης φάσης C18 
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3.5.2. Μέθοδος ανάλυσης iprodione και προϊόντων μεταβολισμού  
Τα υπολείμματα του iprodione και του κύριου μεταβολίτη του 3,5 – DCA διαχωρίστηκαν με κινητή 
φάση ακετονιτρίλιο (70%) + νερό (30%) (κατ.ογκο). Ο χρόνος κατακράτησης του  iprodione ήταν 
4,8 min ενώ του μεταβολίτη  ήταν 3,8 min.  
 
3.5.3. Κατασκευή καμπύλης αναφοράς 
Ο ποσοτικός προσδιορισμός του iprodione και των μεταβολιτών του πραγματοποιήθηκε με  την 
κατασκευή και χρήση πρότυπης καμπύλης αναφοράς. Για τον λόγο αυτό από τα πρότυπα διαλύματα 
των iprodione και 3,5-DCA (1000 μg/mL) σε μεθανόλη παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύματα  
συγκεντρώσεων 10, 5, 2, 1, 0.5, 0.1, 0,05, 0,02 και 0,01 μg/mL σε μεθανόλη με διαδοχικές 
αραιώσεις και έγινε έγχυση 20 μl από καθένα από τα πρότυπα διαλύματα στο σύστημα HPLC. Το 
εμβαδόν της κορυφής που προέκυψε από την έγχυση καθενός από τα πρότυπα διαλύματα 
συσχετίστηκε με την συγκέντρωση του φυτοφαρμάκου  και των μεταβολιτών του ώστε να 
κατασκευαστεί η πρότυπη καμπύλη αναφοράς. 
 
3.6. Μοριακές αναλύσεις 
3.6.1. Εξαγωγή  DNA από τα δείγματα εδάφους (0.5 g) 
Πραγματοποιήθηκε με το εμπορικό κιτ PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio) σύμφωνα με το 
πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Ακολούθως το DNA ποσοτικοποιήθηκε με την χρήση 
φθορισμομέτρου Qubit® 2.0. 
 
3.6.2. Προσδιορισμός του αριθμού αντιγράφων του γονιδίων amoA των ΑΟΑ και ΑΟΒ σε δείγματα 
εδάφους με την χρήση PCR πραγματικού χρόνου (q-PCR) 
Για το προσδιορισμό της αφθονίας των ΑΟΑ και ΑΟΒ χρησιμοποιήθηκε PCR πραγματικού χρόνου 
ώστε να προσδιοριστεί ο αριθμός αντιγράφων του γονιδίου amoA των δύο αυτών ομάδων 
νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. Για την ενίσχυση του amoA γονιδίου των ΑΟΒ και ΑΟΑ 
χρησιμοποιήθηκαν οι εξειδικευμένοι εκκινητές  amoA1F - amo 2R (Rotthauwe et al., 1997) και 
Crenamo23F (0,4 μΜ) - Crenamο 616 R (0,4 μΜ) αντίστοιχα (Tourna 2007). Τα υλικά που 
χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις ενίσχυσης του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και ΑΟΑ 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 2 ενώ οι συνθήκες πραγματοποίησης της PCR πραγματικού χρόνου 
για τα ΑΟΑ και ΑΟΒ παρουσιάζονται στους Πίνακες 3 και 4 αντίστοιχα.  
Πίνακας 2. Τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις PCR πραγματικού χρόνου για την 
ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΑ και ΑΟΒ.  
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Αντιδραστήρια  Όγκος (μL) Τελική συγκέντρωση  
KAPA SYBR FAST qPCR  Master Mix (2x) 
Universal 
5 μl 1X 
Forward primer (20pmol/μl) 
AOB: AmoA1F 
AOA: Crenamo23F  
0,2 μl 0.4 μM 
Reverse primer (20pmol/μl) 
AOB: AmoA2R 
AOA: Crenamo616R  
0,2 μl 
 
0.4 μM 
BSA (10μg/μl) 0,1 μl 200 ng/μl 
DNA 0,2 μl 2,5 ng/μl 
ddH2O 2,5 μl   
Συνολικός όγκος 10 μl  
 
Η καμπύλη αναφοράς κατασκευάστηκε με ενίσχυση του γονιδίου-στόχου από διαδοχικές αραιώσεις 
ανασυνδυασμένων πλασμιδίων γνωστής συγκέντρωσης και στη συνέχεια προσδιορίστηκαν οι Ct 
τιμές κάθε συγκέντρωσης. Η ποσοτικοποίηση των άγνωστων δειγμάτων στηρίχθηκε στις τιμές Ct 
της καμπύλης αναφοράς. Για κάθε δείγμα πραγματοποιήθηκαν τρεις επαναλήψεις. Τη φάση 
ενίσχυσης ακολουθεί η φάση αποδιάταξης, όπου γίνεται κατασκευή της καμπύλης αποδιάταξης. Η 
PCR πραγματικού χρόνου πραγματοποιήθηκε  στο σύστημα Μx3000P QPCR (Stratagen).  
    Πίνακας 3. Συνθήκες PCR πραγματικού χρόνου για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΑ 
Ενεργοποίηση ενζύμου 95oC 3 min 1 κύκλος 
Αποδιάταξη 
Υβριδοποίηση 
Επιμήκυνση 
95oC 
55oC 
72oC 
10 sec 
15 sec 
30 sec 
 
45 κύκλους 
Καμπύλη αποδιάταξης  95oC 
65oC 
95oC 
1 min 
30 sec 
30 sec 
1 κύκλος 
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    Πίνακας 4. Συνθήκες PCR πραγματικού χρόνου για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟB 
Ενεργοποίηση ενζύμου 95oC 3 min 1 κύκλος 
Αποδιάταξη 
Υβριδοποίηση 
Επιμήκυνση 
95oC 
 57 oC 
72oC 
5 sec 
10 sec 
30 sec 
 
45 κύκλους 
Καμπύλη αποδιάταξης  95oC 
65oC 
95oC 
1 min 
30 sec 
30 sec 
1 κύκλος 
 
3.7. Στατιστική ανάλυση και επεξεργασία των δεδομένων 
 
Για τον υπολογισμό του χρόνου ημιζωής (DT50) του iprodione στις διάφορες μεταχειρίσεις 
χρησιμοποιήθηκαν τα μοντέλα κινητικής που έχουν προταθεί από την ομάδα εργασίας FOCUS 
(FOCUS 2006).  Συγκεκριμένα για τον υπολογισμό των DT50 χρησιμοποιήθηκαν 3 διαφορετικά 
μοντέλα κινητικής: το μοντέλο κινητικής πρώτης τάξης (Single first order, SFO) και δύο μη 
γραμμικά μοντέλα κινητικής (Hockey Stick, και Bi-exponential) (Πίνακας 5). Το στατιστικό 
πρόγραμμα R χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό των παραμέτρων των εξισώσεων των 
μοντέλων κινητικής και το σχεδιασμό των διαγραμμάτων. Γενικότερα, τα διφασικά μοντέλα 
κινητικής χρησιμοποιήθηκαν μόνο στις περιπτώσεις στις οποίες το μοντέλο SFO δεν περιέγραφε με 
ικανοποιητική ακρίβεια (χ2> 15%) την κινητική αποδόμησης των γεωργικών φαρμάκων. Τα 
δεδομένα των πειραμάτων  αναλύθηκαν με Ανάλυση Παραλλακτικότητας δύο παραγόντων (Two-
Way ANOVA). Οι δύο παράγοντες που αξιολογήθηκαν ως προς την επίδραση τους στην 
διακύμανση των τιμών ήταν: ο χρόνος και η δόση του iprodione  καθώς και οι αλληλεπιδράσεις 
τους με προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης ή χωρίς.  
 
Πίνακας 5: Οι μαθηματικές εξισώσεις των μοντέλων κινητικής για τη διάσπαση των γεωργικών 
φαρμάκων και οι εξισώσεις υπολογισμού του χρόνου ημιζωής τους. 
Μοντέλο Μαθηματική εξίσωση Υπολογισμός Χρόνου 
Ημιζωής 
Single first order (linear) (SFO) C = C0e
-kt t1/2 = ln2/K 
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Hockey Stick (HS) C = C0e
-K1t  for t≤tb t1/2 = ln2/K1 
 C = C0e
-k1te-k2(t-tb)  for t>tb t1/2 = tb + (ln2 – k1tb)/k2 
Bi-exponential (DFOP) C = C0(ge
-k
1
t + (1-g)e-k2
t)  Iterative method 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
4.1 Αποδόμηση και μεταβολισμός του iprodione στο έδαφος 
.Η αποδόμηση του iprodione περιγράφηκε αποτελεσματικά με: (a) το μοντέλο SFO και (b) το 
μοντέλο HS σύμφωνα με τα οποία υπολογίστηκαν και οι τιμές DT50 για το iprodione σε όλα τα 
εδάφη (Πίνακας 6). Ανεξάρτητα από την προσθήκη ή όχι αμμωνιακής λίπανσης παρατηρήθηκε μια 
επιβράδυνση της αποδόμησης του iprodione όταν αυτό εφαρμόστηκε σε επίπεδα x100 της 
συνιστώμενης (DT50= 42,5 και 22,1 ημέρες στα εδάφη με ή χωρίς Ν λίπανση αντίστοιχα), σε 
σύγκριση με τις τιμές DT50 του iprodione στα αντίστοιχα δείγματα που δέχτηκαν εφαρμογή x1 
(DT50= 0.35 και 4.35 ημέρες στα εδάφη με ή χωρίς Ν λίπανση αντίστοιχα) και x10 (DT50= 13.6 και 
7.61 ημέρες στα εδάφη με ή χωρίς Ν λίπανση αντίστοιχα) της συνιστώμενης. Η προσθήκη 
αμμωνιακής λίπανσης πριν την εφαρμογή του iprodione φαίνεται να προκάλεσε μια σχετική 
επιβράδυνση της αποδόμησης του iprodione στις δόσεις x10 και x100 της συνιστώμενης.   
 
Στο διάγραμμα 1 παρουσιάζεται το πρότυπο αποδόμησης του iprodione και ο σχηματισμός του 
μεταβολίτη 3,5 DCA. Η αποδόμηση του iprodione σε όλες τις μεταχειρίσεις συνοδεύτηκε από τον 
σχηματισμό 3,5-DCA του οποίου οι συγκεντρώσεις στο έδαφος αυξήθηκαν με την πάροδο του 
χρόνου και δεν εμφάνισε τάση αποδόμησης στο έδαφος. Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις 3,5-DCA 
όπως και αναμενόταν καταγράφηκαν με την ολοκλήρωση της επώασης στα δείγματα που δέχτηκαν 
εφαρμογή της δόσης x100 της συνιστώμενης με τα δείγματα που δεν είχαν δεχτεί αμμωνιακή 
λίπανση να εμφανίζουν και τις υψηλότερες συγκεντρώσεις (3.10 mg/kg vs 1.65 mg/kg στα εδάφη 
που δέχτηκαν εφαρμογή αμμωνιακών). Θα πρέπει να τονιστεί ότι εκτός του 3,5-DCA δεν 
ανιχνεύθηκαν άλλοι μεταβολίτες.   
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Πίνακας 5: Οι κινητικές διάσπασης του iprodion  με ή χωρίς προσθήκη αζώτου. 
 
 
 
Μεταχείριση  
k 
(d-1) 
k1 
(d-1) 
k2 
(d-1) 
tb 
km 
(d-1) 
ff 
DT50 
(d) 
χ2 
(%) 
Χωρίς 
Ν 
IPR 1xb  0.159 0.017 10.4   4.35 11.3 
IPR 10xa 0.091      7.61 8.0 
IPR 100xa 0.031      22.1 7.3 
Με Ν 
IPR 1xb  0.196 0.025 0.43   0.35 4.7 
IPR 10xa 0.051      13.6 14.7 
IPR 100xa 0.016      42.5 6.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Διάγραμμα 1.  Η αποδόμηση του iprodione και ο σχηματισμός του κύριου μεταβολικού προϊόντος 
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του 3,5-DCA  στα δείγματα εδάφους που δέχτηκαν εφαρμογή x1, x10 ή x100 της συνιστώμενης 
δόσης iprodione. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ξεχωριστά για τα εδάφη τα οποία είχαν  δεχτεί 
πριν την εφαρμογή iprodione προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης (α) ή δεν είχαν δεχτεί προσθήκη 
αμμωνιακής λίπανσης (β). Κάθε σημείο είναι ο μέσος όρος τριών επαναλήψεων + τη τυπική 
απόκλιση. 
 
4.2. Η επίδραση του iprodione στις συγκεντρώσεις αμμωνιακών στο έδαφος 
Στο Διάγραμμα 2 παρουσιάζεται η χρονική διακύμανση της συγκέντρωσης αμμωνίας υπό την 
επίδραση διαφορετικών δόσεων iprodione  σε δείγματα στα οποία έγινε προσθήκη αμμωνιακών 
ιόντων ((ΝΗ4)2SO4) (α) και αντίστοιχα σε δείγματα εδάφους όπου δεν έγινε προσθήκη αμμωνιακών 
(β). Στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έδειξε ότι στην περίπτωση  όπου δεν έγινε 
προσθήκη αμμωνιακών, υπήρχαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στη συγκέντρωση της αμμωνίας 
ως προς τις δόσεις (p<0.05), τον χρόνο (p<0.05) αλλά και ως προς την αλληλεπίδραση του χρόνου 
με τις δόσεις (p<0.05). Στην περίπτωση  όπου έγινε προσθήκη αμμωνιακών, υπήρχαν στατιστικά 
σημαντικές διαφορές στη συγκέντρωση της αμμωνίας ως προς τις δόσεις (p<0.05) και τον 
χρόνο(p<0.05) αλλά  όχι  ως προς την αλληλεπίδραση του χρόνου με τις δόσεις (p>0.05). 
Παρόλαυτα δεν παρατηρήθηκε κάποιο ξεκάθαρο χρονοεξαρτώμενο πρότυπο διακύμανσης των 
τιμών ως προς κάποια μεταχείρισης και οι διαφορές που παρατηρήθηκαν και ήταν στατιστικά 
σημαντικές δεν εμφάνισαν κάποιο δοσοεξαρτώμενο πρότυπο (πχ. Τ35 ημέρες Διάγραμμα 2α ή Τ56 
ημέρες Διάγραμμα 2β). 
 
 
 
Διάγραμμα 2. Το πρότυπο μεταβολής της συγκέντρωσης των αμμωνιακών στα δείγματα εδάφους 
που δέχτηκαν εφαρμογή διαφορετικών δόσεων iprodione (x0, x1, x10, x100 της συνιστώμενης) και 
στα οποία είχε προηγηθεί εφαρμογή αμμωνιακής λίπανσης (α) ή όχι (β).  Κάθε τιμή είναι ο μέσος 
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όρος τριών επαναλήψεων + τυπική απόκλιση.  Στον ίδιο χρόνο δειγματοληψίας ράβδοι που 
συνοδεύονται από το ίδιο γράμμα διαφέρουν σημαντικά (επίπεδο σημαντικότητας 5%) 
 
4.3. Η επίδραση του iprodione στις συγκεντρώσεις νιτρικών στο έδαφος 
Στο Διάγραμμα 3 παρουσιάζεται η χρονική διακύμανση της συγκέντρωσης νιτρικών υπό την 
επίδραση διαφορετικών δόσεων iprodione σε δείγματα στα οποία έγινε προσθήκη αμμωνιακών 
ιόντων ((ΝΗ4)2SO4) (α) και αντίστοιχα σε δείγματα εδάφους όπου δεν έγινε προσθήκη αμμωνιακών 
(β). Στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έδειξε ότι στην περίπτωση  όπου δεν έγινε 
προσθήκη αμμωνιακών, υπήρχαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στη συγκέντρωση των νιτρικών 
ως προς τις δόσεις (p<0.05), τον χρόνο (p<0.05) αλλά όχι ως προς την αλληλεπίδραση του χρόνου 
με τις δόσεις (p>0.05). Στην περίπτωση  όπου έγινε προσθήκη αμμωνιακών, υπήρχαν στατιστικά 
σημαντικές διαφορές στη συγκέντρωση των νιτρικών ως προς τον χρόνο (p<0.05) αλλά  όχι  ως 
προς τις δόσεις (p>0.05) και την αλληλεπίδραση του χρόνου με τις δόσεις (p>0.05).  
 
Διάγραμμα 3.  Το πρότυπο μεταβολής της συγκεντρωσης των νιτρικών στα δείγματα εδάφους που 
δέχτηκαν εφαρμογή διαφορετικών δόσεων iprodione (x0, x1, x10, x100 της συνιστώμενης) και στα 
οποία είχε προηγηθεί εφαρμογή αμμωνιακής λίπανσης (α) ή όχι (β). Κάθε τιμή είναι ο μέσος όρος 
τριών επαναλήψεων + τυπική απόκλιση. Στον ίδιο χρόνο δειγματολοψίας ράβδοι που συνοδεύονται 
από το ίδιο γράμμα διαφέρουν σημαντικά (επίπεδο σημαντικότητας 5%) 
 
Γενικότερα παρατηρήθηκε μια σταδιακή αύξηση της συγκέντρωσης νιτρικών σε όλες τις 
μεταχειρίσεις (ανεξαρτήτου δόσης του iprodione) ειδικότερα σε αυτές που είχαν δεχτεί αμμωνιακή 
λίπανση. Εκτός αυτού οι συγκεντρώσεις νιτρικών δεν ακολούθησαν κάποιο δοσοεξαρτώμενο 
πρότυπο.  
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4.4. Η επίδραση του iprodione στην αφθονία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών στο 
έδαφος 
Στο Διάγραμμα 4 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα προσδιορισμού της αφθονίας των ΑΟΒ στα 
εδάφη που δέχτηκαν διαφορετικά επίπεδα συγκεντρώσεων iprodione και στα οποία είχε (α) ή δεν 
είχε προηγηθεί προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης με (ΝΗ4)2SO4 (β). Στα δείγματα που δεν δέχτηκαν 
αρχικά εφαρμογή αμμωνιακής λίπανσης, η αφθονία των βακτηρίων ΑΟΒ  δεν εμφάνισε στατιστικά 
σημαντική διακύμανση καθόλη τη διάρκεια του πειράματος ως προς κανέναν παράγοντα (p>0.05) 
(Διάγραμμα 4β). Αντιθέτως, στα δείγματα που δέχθηκαν αμμωνιακή λίπανση (Διάγραμμα 4α), 
παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στην αφθονία των ΑΟΒ ως προς το χρόνο 
(p<0.05), τις δόσεις (p<0.05) και ως προς την αλληλεπίδραση του χρόνου με τις δόσεις (p<0.05). 
Ειδικότερα παρατηρήθηκε μια σημαντική αύξηση της αφθονίας των ΑΟΒ με το χρόνο σε όλες τις 
μεταχειρίσεις ανεξαρτήτου δόσης εφαρμογής iprodione. Από την άλλη μεριά δεν παρατηρήθηκε 
κάποιο ξεκάθαρο πρότυπο δοσοεξαρτώμενης μεταβολής της αφθονίας των ΑΟΒ στο χρόνο.  
 
 
Διάγραμμα 4. Η αφθονία των ΑΟΒ (αντίγραφα γονιδίου amoA/g εδάφους) στα δείγματα εδάφους 
που δέχτηκαν εφαρμογή iprodione σε επίπεδα  x0, x1, x10, x100 της συνιστώμενης δόσης και στα 
οποία είχε εφαρμοστεί (α) ή όχι (β) αμμωνιακή λίπανση. Κάθε ράβδος είναι ο μέσος όρος τριών 
επαναλήψεων + τυπική απόκλιση. Σε κάθε χρόνο δειγματοληψίας ράβδοι που συνοδεύονται από το 
ίδιο γράμμα δεν διαφέρουν σημαντικά σε επίπεδο σημαντικότητας 5%. . 
 
Στο Διάγραμμα 5 παρουσιάζεται το πρότυπο μεταβολών της αφθονίας των ΑΟΑ σε σχέση με το 
χρόνο στις διάφορες μεταχειρίσεις iprodione στην περίπτωση (α) μη προσθήκης αμμωνιακών 
ιόντων ((ΝΗ4)2SO4)  και (β)  προσθήκης αμμωνιακών ιόντων. Στα δείγματα που δεν δέχτηκαν 
αρχικά εφαρμογή αμμωνιακής λίπανσης, παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στην 
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αφθονία των ΑΟΑ ως προς το χρόνο (p<0.05) (Διάγραμμα 5β). Στα δείγματα που δέχθηκαν 
περίσσεια αμμωνιακής λίπανσης, παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στην αφθονία 
των ΑΟΑ ως προς το χρόνο (p<0.05), τις δόσεις (p<0.05) και ως προς την αλληλεπίδραση του 
χρόνου με τις δόσεις (p<0.05) (Διάγραμμα 5α). Παρά τις στατιστικά σημαντικές επιδράσεις των 
δύο παραγόντων που μελετήθηκαν δεν παρατηρήθηκε και εδώ κάποια ξεκάθαρη δοσοεξαρτώμενη 
μεταβολή της αφθονίας των ΑΟΑ στο χρόνο.  
 
 
 
Διάγραμμα 5. Η αφθονία των ΑΟΑ (αντίγραφα γονιδίου amoA/g εδάφους) στα δείγματα εδάφους 
που δέχτηκαν εφαρμογή iprodione σε επίπεδα  x0, x1, x10, x100 της συνιστώμενης δόσης και στα 
οποία είχε εφαρμοστεί (α) ή όχι (β) αμμωνιακή λίπανση. Κάθε ράβδος είναι ο μέσος όρος τριών 
επαναλήψεων + τυπική απόκλιση. Σε κάθε χρόνο δειγματοληψίας ράβδοι που συνοδεύονται από το 
ίδιο γράμμα δεν διαφέρουν σημαντικά σε επίπεδο σημαντικότητας 5%.  
 
 
 
 
5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Στην παρούσα πτυχιακή μελετήθηκε η επίδραση του μυκητοκτόνου iprodione στην λειτουργία και 
αφθονία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. Οι τελευταίοι επιλέχθηκαν καθώς θεωρούνται 
ως ιδανικοί βιοδείκτες τοξικότητας αβιοτικών καταπονήσεων και δη γεωργικών φαρμάκων στην 
λειτουργία της μικροβιακής κοινότητας του εδάφους (Wessen and Hallin 2011; Pereira e Silva et al. 
2013). Από την άλλη μεριά η επιλογή του iprodione βασίστηκε σε προηγούμενες μελέτες που 
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έδειξαν ότι η εφαρμογή του στο έδαφος οδήγησε σε δραματική μείωση της δυνητικής νιτροποίησης 
αλλά και της δραστικότητας άλλων μικροβιακών ενζύμων στο έδαφος. Η ανασταλτική αυτή δράση 
αποδόθηκε ύστερα από στατιστική ανάλυση στον σχηματισμό και συσσώρευση στο έδαφος  του 
κύριου μεταβολικού προϊόντος του iprodione, το 3,5-DCA (Pappola et al. 2014).  Σε συνέχεια της 
παραπάνω μελέτης επιλέξαμε να μελετήσουμε την επίδραση του iprodione και του 3,5-DCA σε ένα 
διαφορετικό έδαφος αλλά αυτή την φορά ύστερα από προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης. Η υπόθεση 
μας ήταν ότι πιθανή ανασχετική δράση του iprodione και του 3,5-DCA στη δράση και λειτουργία 
των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών θα μεγιστοποιηθεί ύστερα από προσθήκη φρέσκου 
αζωτούχου υποστρώματος για τα ΑΟΒ και ΑΟΑ που όντας σε φάση αύξησης και ανάπτυξης θα 
είναι πιο ευάλωτα στην επίδραση του γεωργικού φαρμάκου ή του 3,5-DCA.  
 
Από τις αρχικές μας μετρήσεις (πριν την εφαρμογή αμμωνιακής λίπανσης και του μυκητοκτόνου) 
προέκυψε μια κυριαρχία  των ΑΟΑ σε σχέση με τα ΑΟΒ στο έδαφος που μελετήθηκε. Μεγάλος 
αριθμός μελετών έχει δείξει ότι σε αρκετά εδάφη τα ΑΟΑ εμφανίζουν σημαντικά υψηλότερη 
αφθονία σε σχέση με τα ΑΟΒ (Leininger et al., 2006; He et al., 2007; Nicol et al., 2008) χωρίς όμως 
αυτό να αποτελεί ασφαλή δείκτη του σημαντικότερου ρόλου τους στην διεργασία της 
νιτροποίησης.  Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης η προσθήκη αμμωνιακής 
λίπανσης, ανεξάρτητα από την προσθήκη ή όχι του μυκητοκτόνου iprodione,  οδήγησε σε 
σημαντική αύξηση του ρυθμού της νιτροποίησης όπως φαίνεται από την σταδιακή αύξηση της 
συγκέντρωσης των νιτρικών στα συγκεκριμένα εδάφη και την αντίστοιχη μείωση των 
συγκεντρώσεων των αμμωνιακών. Το  συγκεκριμένο πρότυπο διακύμανσης των συγκεντρώσεων 
αμμωνιακών και νιτρικών στα εδάφη που δέχτηκαν αμμωνιακή λίπανση δείχνει ότι η διαδικασία 
της νιτροποίησης είναι απολύτως λειτουργική και οι νιτροποιητικοί μικροοργανισμοί μπορούν 
αποτελεσματικά να μετατρέψουν την προστιθέμενη περίσσεια αμμωνίας σε νιτρικά. Παρόμοιες 
μελέτες των Μalhi και ΜcGill,(1981), απέδειξαν ότι η προσθήκη περίσσειας αμμωνιακών ιόντων 
(συγκέντρωσης έως και 200 μg/g  εδάφους) οδήγησε σε αυξημένες συγκεντρώσεις νιτρωδών στο 
έδαφος. Εντούτοις, οι ίδιοι ερευνητές έδειξαν ότι η προσθήκη περίσσειας αμμωνιακών ιόντων 
(συγκεντρώσεως > 200 μg/g  εδάφους), οδήγησε σε παρεμπόδιση της νιτροποίησης.   
H προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης στο έδαφος ανεξάρτητα από την προσθήκη ή όχι iprodione 
οδήγησε σε σημαντική αύξηση της αφθονίας των νιτρωδοποιητικών μικροργανισμών του εδάφους 
που ήταν περισσότερο εμφανής για τα ΑΟΒ των οποίων η αφθονία έφθασε σε επίπεδα ανάλογα 
αυτών των ΑΟΑ με την ολοκλήρωση του πειράματος. Τα παραπάνω αποτελέσματα αποτελούν μια 
πρώτη ένδειξη ότι τα ΑΟΒ, παρά την χαμηλότερη αρχική αφθονία τους, έχουν πιο σημαντικό ρόλο 
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στην νιτρωδοποίηση σε σχέση με τα ΑΟΑ στο συγκεκριμένο έδαφος. Τα αποτελέσματα μας 
βρίσκονται σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες που έχουν δείξει ότι η προσθήκη ανόργανης 
αμμωνιακής λίπανσης οδηγεί σε αύξηση της αφθονίας των ΑΟΒ τα οποία σε αυτές τις περιπτώσεις 
κατέληξαν να κυριαρχούν στο έδαφος έναντι των ΑΟΑ (Di et al. 2009; Jia & Conrad 2009).  Η 
αρνητική επίδραση της υψηλής συγκέντρωσης αμμωνίας στην αφθονία των ΑΟΑ έχει αποδοθεί 
στην γενικά στην ιδιαίτερα υψηλή συγγένεια των ΑΟΑ με την ΝΗ3 ως υπόστρωμα σε σχέση με τα 
ΑΟΒ που οδηγεί σε ανάσχεση της ανάπτυξης τους σε υψηλές συγκεντρώσεις αμμωνιακού αζώτου 
(Hatzenpichler 2012).  
Ο βασικότερος στόχος της παρούσας εργασίας ήταν να μελετήσει την επίδραση του iprodione και 
του μεταβολίτη του 3,5-DCΑ στην αφθονία και λειτουργία των νιτωδοποιητικών μικροοργανισμών. 
Παράλληλα μελετήθηκε και η αποδόμηση του iprodione και ο σχηματισμός του 3,5-DCA στα 
διάφορα επίπεδα εφαρμογής ώστε να εντοπιστούν πιθανές συσχετίσεις μεταξύ του επιπέδου 
έκθεσης της μικροβιακής κοινότητας στις παραπάνω ουσίες και της εμφάνισης επιπτώσεων στην 
λειτουργία και αφθονία των ΑΟΑ και ΑΟΒ. Τα αποτελέσματα μας έδειξαν ότι αύξηση της δόσης 
εφαρμογής του iprodione σε επίπεδο x100 της συνιστώμενης οδήγησε σε σημαντική επιβράδυνση 
της αποδόμησης του στο έδαφος. Παρόμοιες μελέτες από τους Papadopoulou et al. (2016) έδειξαν 
μια ανάλογη δοσοεξαρτώμενη αύξηση της εμμονής των isoproturon και tebuconazole στο έδαφος η 
οποία συνήθως αποδίδεται στην αδυναμία της μικροβιακής κοινότητας του εδάφους να αποδομήσει 
τις υψηλές συγκεντρώσεις των γεωργικών φαρμάκων στις οποίες εκτίθεται. Η αποδόμηση του 
iprodione συνοδεύτηκε από τον σχηματισμό και την συσσώρευση, ειδικότερα στα δείγματα 
εδάφους που δέχτηκαν την υψηλότερη δόση iprodione (x100), του 3,5-DCA. Το συγκεκριμένο 
ισομερές της δίχλωροανιλίνης αποτελεί το κύριο προϊόν μεταβολισμού του iprodione στο έδαφος 
(Athiel et al. 1995; Campos et al. 2015). Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι το 3,5-DCA 
εμφανίζει τοξικότητα στους μικροοργανισμούς του εδάφους (Rochkind et al. 1985).  
Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι  η εφαρμογή του iprodione μπορεί να αλλάξει τη δομή της 
μικροβιακής κοινωνίας του εδάφους όταν εφαρμοστεί σε συγκεντρώσεις ως και x10 της 
συνιστώμενης (Wang et al. 2004; Minambres et al., 2010, Verdenelli et al. 2012). Aντίθετα ελάχιστα 
είναι γνωστά για την επίδραση του iprodione στην λειτουργία της μικροβιακής κοινότητας του 
εδάφους και ειδικότερα στην αφθονία και λειτουργία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. 
Στην παρούσα μελέτη δεν παρατηρήθηκε καμία επίδραση του iprodione αλλά ούτε και του 3,5-
DCA, που παράχθηκε σε σχετικά χαμηλές συγκεντρώσεις, στην λειτουργία και την αφθονία των 
AOA και ΑΟΒ. Προηγούμενες μελέτες από τους Pappola et al. (2014) σε έδαφος από την Ιταλία και 
με ανάλογο πειραματικό σχεδιασμό με αυτό της παρούσας μελέτης  
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έδειξαν μια ξεκάθαρη θετική συσχέτιση μεταξύ της συσσώρευσης 3,5-DCA στο έδαφος και 
αναστολής της δυνητικής νιτροποίησης αλλά και άλλων μικροβιακών ενζύμων. Η έλλειψη 
αρνητικών επιδράσεων του iprodione αλλά και του 3,5-DCA στη λειτουργία και αφθονία των ΑΟΑ 
και ΑΟΒ στην παρούσα μελέτη είναι πιθανό να οφείλεται στην παραγωγή χαμηλών 
συγκεντρώσεων 3,5-DCA (max 3.5 mg/kg) σε σύγκριση με αυτή των Pappola et al. (2014) όπου 
καταγράφηκαν συγκεντρώσεις 3,5-DCA της τάξης των 90 mg/kg στα δείγματα που δέχτηκαν 
εφαρμογή της x100 δόσης του iprodione.  
Συνολικά η εφαρμογή του iprodione σε δόσεις εως και x100 της συνιστώμενης δεν είχε αρνητικές 
επιδράσεις στη λειτουργία και αφθονία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών ανεξάρτητα από 
την προσθήκη ή όχι αμμωνιακής λίπανσης στο έδαφος. Η απουσία αρνητικών επιδράσεων στους 
νιτρωδοποιητικούς μικροοργανισμούς πιθανότατα οφείλεται στο σχηματισμό στο έδαφος χαμηλών 
συγκεντρώσεων 3,5-DCA  που δεν φαίνεται να έχουν ανασταλτική δράση στους νιτρωδοποιητικούς 
μικροοργανισμούς. Περαιτέρω μελέτες θα εστιάσουν στην αξιολόγηση της επίδρασης του ίδιου του 
3,5-DCA (με εφαρμογή του απευθείας στο έδαφος) στην λειτουργία και αφθονία των 
νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. 
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